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^ (54) TiUe: METHOD OF PREPARING AN AQUEOUS SOLUTION OF CYCLOSPORIN- A AND RESULTING AQUEOUS SO- 
s LUTION 

= (54) Titulo: METODO PARA PREPARAR UNA SOLUCION ACUOSA DE CICLOSPORINA-A Y SOLUOON ACUOS A RE- 
= SULTANTE 



(57) Abstract: The invention relates to a method of preparing a topically-applied pharmaceutical ophthalmic solution of 

^ cycIosporin-A in an aqueous solution for the treatment of different ocular ailments. The inventive method comprises a first phase 
^ consisting in preparing an ophthalmic carrier solution and a second phase consisting in solubilising the cyclosporin-A. According 
to the invention, the solutions obtained in the Bret and second phases are mixed while being agitated al a speed of 500 to 550 rpm 
in order to produce an aqueous solution of cycIosporin-A which is effective for the treatment of ocular disorders. The invention 
VO also relates to the novel aqueous solution of cyclosporin-A obtained using the above-mentioned method, which offers improved 
^ effectiveness, safety and performance in respect of the topical application thereof and which improves a patient's tolerance to the 



On 



treatment. 



<^ (57) Resiimen: Un m^todo para prcparar una soluci<5n oftilmica farmac6utica de Ciclosporina-A en un medio acuoso de aplicaci6n 
O t^pica para el tratamiento de distintos padecimientos oculares. El metodo comprende una primera fase que consiste en prcparar una 
O soluci6n acarreadora oft^mica . y una segunda fase que consiste en solubilizar la adosporina-A; y en que las soluciones obtenidas 
~ en la primm y segunda fases se mezclan raientras se mantiene una agiiacion de 500 a 550 rpra para obtener una solucidn acuosa 
^ de Ciclosporina-A eficaz para el tratamiento de afecciones oculares. La invencion abarea tambien la novedosa soluci6n acuosa de 

Ciclosporina-A obtenida mediante el metodo antes descrito. la cual ofrece mayor eficacia, seguridad y rendimiento en su aplicaci6n 

t6pica y que favorece la tolerancia del paciente al tratamiento. 



Para cddigos de dos letras y otras abreviaturas, vease la scccidn 
-GuidaJe Notes on Codes and Abbr^Mons' que apogee al 
prmcipio de coda rvimero regular de la Gaceta del PCT. 
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METODO PARA PREPARAR UNA SOLUCION ACUOSA DE 
CICLOSPORINA-A Y SOLUCION ACUOSA RESULTANTE 



ANTECEDENTES DE LA INVENCION 
5 1. Campo de la Invencion. 

La invencion se relaciona con una solucion oftalmica para el 
tratamiento de diversas afecciones del ojo. Espedficamente, la invencion 
esta relacionada con una solucion acuosa de Ciclosporina-A de uso topico, 
y un metodo para mantenerla estable y biodisponible, lo que proporciona 

10 una mayor eficacia, seguridad y rendimiento en su aplicacion y que adcm& 
fevorece la tolerancia del paciente al tratamiento. 
2. Descripcion del Arte Previo. 

La Ciclosporina-A es \m oligop6ptido ciclico producto metabolico 
del hongo Beauveria nivea (Tolypocladium inflatum Gams o Trichoderma 

15 polysporum). Su f6rmula quimica condensada es CeaHi i iNi i Oi 2 y su peso 
molecular es de 1202.64. Dentro de sus principales propiedades como 
peptido ciclico hidrofobico es que su f6nriula anhidra contiene no menos 
del 98.5% y no mas del 101.5% de Ciclosporina-A. Este compuesto es 
soluble en alcohol etilico, metanol y aceite, y pricticamente insoluble en 

20 agua purificada. Se ha utilizado en estudios de psoriasis, linfoma, 
sindrome mielodisplasico, sindrome de Sjogren, transplante de cornea y 
sfndrome de ojo seco, siendo su principal funcion la inmunosupresi6n. En 
el humano, ha sido utilizado de manera topica en concentraciones que van 
desde el 2% hasta concentraciones menores como 0.01% a 0.1%. 

25 El uso topico de la Ciclosporina-A en el ojo reduce 

signifiicativamente el numero de linfocitos activos en la conjuntiva y en las 
gl&idulas lagrimales. Tambien, la Ciclosporina-A representa un nuevo 
tratamiento para el sindrome de ojo seco, ya que estimula la secrecion 
lagrimal de la glandula lagrimal principal y de las glandulas lagrimales 
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accesorias y evita la apoptosis inducida por linfocitos en las celulas 
acinares. Otras ventajas que ofrece la Ciclosporina-A es la prevencion de 
la infiltracion linfocitaria reduciendo la expresi6n del ligando Fas, 
disminuye la expresion de HLA DR y de algunos marcadores moleculares 
5 relacionados con la inmunidad y la apoptosis. 

A pesar de los beneficios clinicos de la Ciclosporina-A, su 
caracteristica de ser practicamente insoluble en agua ha representado una 
Hnritacion importante y su uso topico en el tratamiento de padecimientos 
oculares se ha Umitado unicamente a formulaciones con vehiculos oleosos, 
10 cuya aplicacion en la superficie del ojo se sabe produce incomodidad en el 
paciente. 

Las presentaciones farmaceuticas de este compuesto mds recientes 
son capsulas de gelatina blanda y soluciones oleosas orales e inyectables. 
Las presentaciones en forma de soluciones en su mayoria contienen aceites 
15 que permiten la solubih2aci6n de la Ciclosporina-A. 

En la actualidad, se conocen presentaciones farmaceuticas de la 
Ciclosporina-A utilizando la misma Ciclosporina-A como principio active 
disuelto en medios oleosos como se describe, por ejemplo, en la patente 
Norteamericana No. 5,41 1,952 de Kaswan. En esta patente se propone una 
20 composicion oftalmica de Ciclosporina-A, de uso topico, para el 
tratamiento de padecimientos .oculares para mejorar o restaurar la 
produccion lagrimal. Para ello, sin embargo, se propone disolver la 
Ciclosporina-A en aceite de maiz. 

La patente Norteamericana No. 5,698,533 de Kang describe tambien 
25 una composicion farmaceutica oMlmica preparada mezclando una 
sustancia oleosa o semi-solida Oanonina o petrolatum) la cual contiene a un 
ingrediente activo, como la Ciclosporina-A, con agua a una temperatura 
superior al punto de fusion de dicha sustancia oleosa. La mezcla obtenida 
se nebuliza para formar gotas que habran de apKcarse en el ojo del 
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paciente. Igual que la del parrafo anterior, esta composicion oftalmica esta 
hecha a base de un medio oleoso. 

La patente Norteamericana No. 5,342,625 hace referenda a 
composiciones fannaceuticas que contienen Ciclosporina-A en forma de 
5 microemulsion pre-concentrada, en la que se tienen una fase hidrofilica, 
una fase lipofilica (en la cual se solubiliza la Ciclosporina-A) y un 
surfactante. Esta mica-oemulsion pre-concentrada es del tipo 0/W (aceite en 
. agua) y utiKzan para la fase lipofilica compuestos oleosos. 

La patente Norteamericana No. 5,858,410 describe la forma de 

10 obtener composiciones farmac6uticas que contienen Ciclosporina-A en 
forma de nanoparticulas que son dispersas en una fese liquida o semisolida, 
o iQcluso en una fase s61ida. En esta patente la Ciclosporina-A se encuentra 
en forma asociada a nanoparticulas insolubles dispersa en una fase liquida. 
La patente Norteamericana No. 6,447,806 describe el proceso de 

15 obtenci6n de nanoparticulas de Ciclosporina-A electricamente neutras. Para 
lograr la estabilizacion, las particulas se recubren con el POPG (palmitoil- 
oleil-fosfatidil-glicerol). Las particulas estabilizadas pueden ser utilizadas 
para la febricacion de diferraites formas farmac6uticas, ea las ciiales la 
Ciclosporina-A se encuentra en forma de nanoparticulas. 

20 En las patentes referidas anteriormente, la Ciclosporina-A se 

encuentra en forma insoluble, asociadas .a fases oleosas o en forma de 
nanoparticulas. En cambio, con la presente invencion se logra la 
solubilizaci6n de la Ciclosporina-A en un medio acuoso, Como evidencia 
de la solubilizacion se tienen los resultados obtenidos en los estudios por 

25 Microscopia Electronica de Transmision TEM (Transmitted Electron 
Microscopy) y Dispersion Dinamica Luminosa DLS (Dynamic Light 
Scattering). 

No obstante, a la fecha no se sabe de alguna presentacion acuosa de 
la Ciclosporina-A probablemente debido en gran parte a que la solubilidad 
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de la Ciclosporina-A en agua se encuentra entre 20 y 30 ng/mL por lo cual 
ha sido dificil preparar im producto disuelto en medio acuoso. Por ello, la 
Ciclosporina-A se ha foraiulado en soluciones oleosas dentro de las que se 
encuentran una gran cantidad de excipientes, por ejemplo, aceites animales 

5 y aceites vegetales. Sin embargo, estas preparaciones de Ciclosporina-A, ya 
sea en forma de soluci6n oleosa o microemulsiones, tienen varias 
limitaciones como su pobre biodisponibilidad, ya que debido a' su baja 
solubilidad en agua se produce precipitacion del activo al ser aplicada en el 
ojo. Otra desventaja es que las preparaciones oleosas' causan irritacion en 

10 los ojos, vision borrosa y producen intolerancia al medicamento. 

Los medicamentos que son aplicados en la superficie del ojo deben 
cumplir con ciertas caracteristicas de pH, osmolaridad, conductividad, 
esterilidad, cuantificacion del o los ingredientes activos, tien5)0 de 
permanenda y claridad de vision posterior a la aplicacion, para ser 

15 aceptados por los pacientes. En el caso de la Ciclosporina-A y otros 
ingredientes activos terapeuticos insolubles en agua purificada, deben ser 
preparados en soluciones oleosas, unguentos o suspensiones que presentan 
numerosas desventajas contra las soluciones acuosas. Algunas de estas 
desventajas son, por ejemplo, la sensacion de adhesion de los paipados y la 

20 vision borrosa por tiempo prolongado despu6s de la aplicacion. 

OBJETOS PE LA INVENCION 

Habida cuenta de las reconocidas propiedades de la Ciclosporina-A 
25 en el tratamiento de las diferentes afecciones oculares, un objeto principal 
de la invencion es proporcionar una nueva solucion acuosa de 
Ciclosporina-A, cuyo campo de aplicacion abarque todas las enfermedades 
con involucro ocular en las que es indispensable lograr una modulaci6n de 
las respuestas del sistema inmune. Por Qjemplo, transplantes de cornea, 
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enfennedades sistemicas de indole autoimnune con afeccion ocular (por 
ejemplo sindrome de Sjdgren, lupus, artritis reumatoide), smdrome de ojo 
seco relacionado o no con el smdrome de SjCgren, escleritis y uveitis, entre 
otras. Esta variedad de usos se obtiene gracias a la accion moduladora 

5 directa de la Ciclosporina-A sobre los linfocitos T presentes en los distintos 
sitios afectados en el ojo (glandula lagrimal, conjuntiva, esclerotica, uvea, 
etc.), lo cual da como resultado la normalizacion de la funcion glandular, 
conjuntival y/o uveal, con la consecuente disminucion de los efectos del 
padecimiento sobre la funcion visual. 

0 Otro objeto de la invencion es proponer una solucion oftalmica de 

Ciclosporina-A en medio acuoso, no oleoso, para uso topico, para el 
tratamiento de las diferentes afecciones oculares, la cual disminuye los 
inconvenientes arriba senalados que caracterizan a aquellas soluciones de 
dicho ingrediente activo en medios oleosos. 

5 Otro objeto mas de la invencion es un nuevo metodo para solubilizar 

en agua la Ciclosporina-A de forma que se obtenga una solucion acuosa de 
uso topico. Para obtener la deseada solubilidad de la Ciclosporina-A se ha 
desarroUado un metodo cuyas etapas, e ingredientes y condiciones de 
operaci6n que intervienen en 61, dan como resultado la nueva solucion 

) acuosa de Ciclosporina-A, que es parte fimdamental de la novedad de la 
presente invencion. 

Despues de multiples praebas dirigidas a obtener una solucion de 
Ciclosporina-A en un medio no oleoso, se encontro que la solucion 
oftalmica Sophisen® descrita en la patente Norteamericana No. 6,071,958, 
! que es propiedad del mismo solicitante, permitio solubilizar la 
Ciclosporina-A en condiciones que no se hablan logrado hasta hoy. 
Aunque el Sophisen® se concibio originalmente como una solucion 
acarreadora para ingredientes activos de aplicacion oftalmica con el 
proposito de evitar los problemas de dolor, sensacion de ardor, irritacion y 
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otras incomodidades que resultan de la aplicacion topica de tales 
ingredientes, los resultados de dichas pruebas ban penmtido conq)robar que 
el Sophisen® tiene la propiedad de favorecer la solubilizacion en agua de 
algunos ingredientes activos, por ejen^lo el diclofenaco de sodio y la 
5 Ciclosporina-A, entre otros. 

Es un objeto adicional de la presente invenci6n proponer un 
novedoso metodo de preparaci6n de Ciclosporina-A en solucion acuosa 
cuyo valor clmico de 6sta se ve reflejado en la seguridad, inocuidad y 
tratamiento del paciente, y su valor farmaceutico radica en el manejo de un 
10 vehiculo de facil acceso que iio solamente permite la solubiUdad de la 
Ciclosporina-A sino tambien favorece la tolerancia del paciente al 
tratamiento. 

Es un objeto de la invencion proporcionar una nueva solucion acuosa 
de Ciclosporina-A de aplicaci6n oftalmica que reduce la inflamacion de la 
15 conjuntiva del ojo previniendo la apoptosis inducida por los linfocitos en 
las celulas acinares y favoreciendo asi la cicatrizacion y restablecimiento 
del tejido previamente enfermo. 

Es otro objeto de la presente invencion proporcionar una solucion 
oftalmica de Ciclosporina-A que al prepararse en soluci6n acuosa evita los 
20 efectos secundarios y/o adversos que resultan del uso de excipientes 
oleosos como actualmente se preparan. 

En una modalidad de la presente invencion la novedosa solucion 
acuosa comprende: Ciclosporina-A en una concentracion de 0.001% a 
0.1%, alcohol etilico en una concentraci6n de 0.01% a 1.0%, un quelante 
25 de iones (por ejemplo, edetato disodico dihidratado) que va de una 
concentracion de 0.001% a 0.5%, uno o mas agentes surfactantes (por 
ejemplo, polisorbato 40, polisorbato 80, estearato de poHoxil 40 o lauril 
sulfato de sodio), que van de una concentracion de 0.0001% a 20% y un 
• sistema amortiguador de pH y osmolaridad el cual puede incluir cloruro de 
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sodio, acido borico, acido sorbico, bisulfite de sodio, metabisajlfito de 
sodio, fosfato monobasico de sodio, fosfato dibasico de sodio, citrato de 
sodio, borato de sodio o una combinacion de los mismos. 

5 BREVE BEgCMPgON BE LOS BEBUJOS 

Las figuras lA y IB son imdgenes al microscopio electronico de 
transmision de Sophisen® (A) tefiido negativamente con acetato de uranilo 
y Ciclosporina-A asociada al Sophisen® (B) obtenida por replicacion. La 
10 barra representa 200 nm. . 

Las figuras 2A y 2B son imagenes por microscopia electronica de 
transmision de Sophisen® tefiida negativamente con acetato de uranilo. 
Panel A, imagen con escala de 500 nanometros en donde se puede apreciar 
estructuras aisladas y fiisionadas. Panel B, imagen con escala de 200 
15 nanometros en donde se obsCTva la superficie de particidas individuales. 

Las figuras 3A y 3B representan imagenes de microscopia 
electronica de barrido de estructuras obtenidas al adicionar Ciclosporina-A 
al Sophisen®. Panel A, repriesenta una particula a alta resolucion en donde 
se puede observar la relacion intima de estructuras pequenas con otra de 
20 mayor tamano. La escala es de 200 nan6metros. Panel B, Vista de un 
campo a escala de 1 micra. . 

La figura 4 es una grafica que muestra la recuperacion de la pmeba 
de Schirmer con tres soluciones distintas, la primera formulada a base de 
Ciclosporina-A al 0.1%, la segunda con Ciclosporina-A al 0.05% y la 
25 tercera un placebo. 

La figura 5 es una grafica que muestra los resultados de la pmeba de 
Schirmer expresados en valores porcentuales. 
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j^^c^r^^rr^nn^ nFTALLADA t as MODALID ABES DE LA 

TNVENCION 

Despues de multiples pruebas dirigidas a obtener mia soluci6n de 
5 Ciclosporina-A en un medio no oleoso, se encontro que la solucion 
oftalmica Sophisen® descrita en la patente Norteamericana No. 6,071,958. 
que es propiedad del mismo solicitante, pennitio solubilizar la 
Ciclosporina-A en condiciones que no se habian logrado hasta hoy. 
Aunque el Sophisen® se concibio originalmente como una solucion 
10 acarreadora para ingredientes activos de apHcacion oftMca con el 
proposito de evitar Ids problemas de dolor, sensadon de ardor, irritacion y 
otras incomodidades relacionadas con la aplicacion topica de tales 
ingredientes en el tratamiento de diversas afecciones oculaies, los 
resultados de dichas pruebas ban permitido coii?)robar que el Sophisen® 
15 tiene la propiedad de favorecer la solubilizacion en agua de algunos 
ingredientes activos, por ejen^lo el diclofenaco de sodio y la Qclosporina- 
A, entre otros. 

En una primera modalidad de la invencim se propordona un metodo 
para preparar una soluddn acuosa de Ciclosporina-A para el tratamiento de 
20 afecciones oculares. La solucion acuosa se prepara en dos fases y a 
continuaci6n se describe un ejemplo de realizacion: 

EJEMPLQ 

La fase 1 del metodo consiste en preparar una solucidn acarreadora 
25 oftalmica Sophisen®, dicha fase 1 comprendiendo las siguientes etapas: 

L- Se vierten 60 litros de agua purificada en un tanque 
enchaquetado de acero inoxidable y se caUenta a 70°C ± 2^C. 
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2. - Se inicia la agitacion del agua en el tanque a una velocidad de 
500 a 550 rpm y se mantiene constante durante todo el proceso de 
preparacion; 

3. - Se agregan 7 Kg de polioxil-40-estearato, manteniendo la 
5 temperatura constante por alrededor de 10 minutos para permitir que se 

disuelva; 

4. - Se agregan 100 g de edetato disodico dihidratado y se espera 5 
minutos a que se disuelva por completo; 

5. - Se agregan 300 g de cloruro de sodio y se espera 5 minutos a que 
10 se disuelva por completo; 

6. - Se agregan 95 g de acido b6rico y se espera 5 minutos a que se 
disuelva por completo; 

7-- Se hace circular agua fria en la chaqueta del tanque de 10 a 25 
minutos hasta que'su contenido alcance una temperatura de 52''C ± 2°C; 
15 8.- Se agregan 220 g de acido sorbico lentamente manteniendo la 

temperatura de 52°C ± 2°C por 25 a 35 minutos; 

9. - Se mide el pH de la solucion contenida en el tanque y se ajusta 
con hidroxido de sodio a7.15±0.15; 

10. - Se inicia recirculacion de agua fria en la chaqueta del tanque 
20 para Uevar su contenido a una temperatura de 32°C ± 2°C; 

11. - Se agregan 40 g de bisulfite de sodio y se espera 5 minutos para 
que se disuelva por completo; y 

12. - Se separan 750 ± 250 mL de la solucion preparada en esta 
prunera fase en un recipiente adecuado y se precede con: 

25 La fase 2 del metodo que consiste en solubilizar la Ciclosporina-A, dicha 
fase comprendiendo las siguientes etapas: 

1.- En un vaso de precipitado de 2 L se colocan 500 mL de alcohol 
etilico y se inicia la agitacion de la solucion a 500 rpm ± 50 rpm; 
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2.- Se agregan 100 g de Ciclosporina-A y se espera a que se disuelva 
por completo; y 

3.. Se agregan 500 mL de polisorbato 80 y se agita por 5 minutos 
para que se homogeneice la solucion. 
5 Finalmente, se agrega la solucion obtenida durante la fase 2 a la 

solucion de la fase 1 mientras esta se mantiene en agitacion de 500 a 550 
rpm. Se deja de agitar mientras se con5)leta el volumen a 100 litros 
agregando agua purificada y se reinicia la agitacion de la solucion por mia 
hora mas a una velocidad de 500 a 550 rpm. 
10 En una modalidad de realizacidn de la presente invencion la solucion 

acuosa obtenida mediante el metodo antes descrito comprende: 
Ciclosporina-A en una concentracion de 0.001% a 0.1%. alcohol etiUco en 
una concentracion de 0.01% a 1.0%, un quelante de iones (por ejemplo, 
edetato disodico dihidratado) que va de una concentracion de 0.001% a 
15 0.5%, uno o mas agentes surfactantes (por ejemplo, polisorbato 40, 
polisorbato 80, estearato de polioxil 40, lauril sulfato de sodio), que van de 
una concentracion de 0.0001% a 20% y un sistema amortiguador de pH y 
osmolaridad el cual puede incluir cloruro de sodio, acido borico, acido 
sorbico, bisulfito de sodio, metabisulfito de sodio, fosfato monobisico de 
20 sodio, fosfato dibasico de sodio, citrato de sodio, borato de sodio o una 
combinacion de los mismos. 

La novedosa solucion acuosa de Ciclosporina-A obtenida mediante 
el procedimiento como se describe antes se caracteriza porque tiene un 
peso molecular de 152kDayunindicedepolidispersi6ndelordende 1.30. 
25 Asimismo, el radio hidrodinamico del producto obtenido es en promedio de 
5.14nm. 

Adicionalmente se llevaron a cabo estudios de Microscopia 
Electronica de Transmision para identificar el tipo de estructura presente en 
el Sophisen® en presencia y ausencia de Ciclosporina-A. Para ello, se 
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utilizo un microscopio electronico de transmision, modelo JEOL 2000X. 
Previamente se preparo la solucion acuosa de Ciclosporina-A y Sophisen® 
y se proceso con acetato de uranilo. En este estudio fiie posible identificar 
estructuras de un tamano con un radio similar a los obtenidos por 

5 dispersion dinamica de luz (Fig. 1). 

Por su parte, en las imagenes de las fiiguras 2 y 3, tambi^ se 
observan estructuras de mayor tamano, que probablemente sean agregados 
de las estructuras mas pequenas. La adicion de Ciclosporina-A al 
Sophisen®, induce uniformemente la formacion de particulas de 

10 aproximadamente 1 micra de diametro en donde se aprecia la asociacion de 
particulas pequenas a una particula central (Fig. 3). 

De todo lo anterior se concluye que la nueva solucion de 
Ciclosporina-A asociada al Sophisen®, es una solucion verdadera, ya que el 
diametro hidrodinamico de la particula es menor a 10 nanometros. La 

15 solucion es transparente y estable puesto que eti los ensayos de estabilidad 
a diferentes temperaturas durante 30 meses no presentaron radicios de 
precipitado o turbidez. Ademas las propiedades de uno de los componentes 
de la formulacion, el polioxil 40-estearato, pemiite el complejo 
Ciclosporina-A Sophisen® permanezca adheridos mas tiempo en la 

20 superficie comeal y el active sea liberado con facilidad una vez aplicado 
sobre la superficie del ojo. 

Asimismo, se Uevo a cabo una evaluacion clinica de la seguridad, la 
ejficacia y la tolerancia de una solucion oftalmica topica de Ciclosporina-A 
al 0.1% versus las de una solucion oftalmica de Ciclosporina-A al 0.05% y 

25 las de un placebo. 

Para tal efecto, el estudio abarco un total de 117 pacientes con 
diagnostico de Sindrome de ojo seco, los cuales recibieron de forma 
aleatoria, Ciclosporina-A al 0.1%, Ciclosporina-A al 0.05% 6 placebo, y se 
le dio un seguimiento a 120 dias, durante los cuales se evaluaron 

11 
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parametros tanto subjetivos como objetivos los cuales son indicadores de la 
evoluci6n de la enfennedad. 



PROCEDIMIENTO DEL ESTUDIO CLBSICO 
5 El estudio hecho fue aleatorio, doble ciego, placebo controlado y que 

incluy6 117 pacientes: Todos los pacientes recibieron durante las dos 
primeras semanas de estudio hipromelosa a libre demanda (fese de lavado), 
a partir de la tercera semana de estudio, ademas de recibir lubricante a libre 
demanda, se administro cada 12 horas una gota en cada ojo del articulo de 
10 prueba designado previamente: 38 pacientes recibieron placebo, 45 
pacientes recibieron Ciclosporina-A al 0.05% y 34 pacientes recibieron 
Ciclosporina-A al 0.1%. 

Para evaluar la seguridad se emplearon la tincion de la superficie 
ocular con Rosa de bengala, evaluacion de la integridad de la superficie 
15 ocular e hiperemia conjuntival. Para evaluar la eficacia de los articulos de 
estudio se emplearon los siguientes parametros: Prueba de Schirmer y 
Tiempo de raptura lagrimal (BUT). Para evaluar la tolerancia fue aplicado 
un cuestionario a cada paciente con preguntas subjetivas y que hacian 
alusion al ardor y sensacion de cuerpo extrajSo 

20 

RESULTAPOS DEL ESTUDIO CLINICO 

La grafica de la figura 4 muestra que la produccidn lagrimal 
evaluada por la pmeba de Schirmer es mayor con la solucion de 
25 Ciclosporina-A al 0.1% que con las otras dos soluciones de prueba 
utilizadas de Ciclosporina-A al 0.05% y placebo. 

Por su parte, la grdfica de la figura 5 muestra la produccion de 
lagrima evaluada por la prueba de Schirmer en valores porcentuales, por lo 
que se concluy6 que en todos los pacientes que recibieron la soluci6n 

12 
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oftalmica de Ciclosporina-A al 0.1% recuperaron el funcionamiento de la 
supCTficie corneal. 

En la comparacion de la mejoria en la sensacion de cuerpo extrano 
entre la solucion de Ciclosporina-A al 0.1% y el placebo, la solucion de 
5 Ciclosporina-A fiie superior en un 85% 

Asimismo, con el estudio realizado se comprobo que la solucion 
acuosa de Ciclosporina-A al 0.1% disminuyd la sensacion de quemadura en 
un 55% comparado con placebo. 



10 CONCLUSION 

Considerando los parametros previamente analizados, la nueva 
solucion acuosa de Ciclosporina-A se puede considerar como segura, eficaz 
y bien tolerada. 

15 Adicionalmente, se llev6 a cabo un estudio de estabilidad de la nueva 

solucion oftalmica para lo cual la fabricacion de Lotes Piloto se realizo de 
acuerdo a las Buenas Practicas de Manufactura vigentes (cGMP's) y de 
acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-059-SSA1-1993. Una vez 
fabricados los tres lotes piloto fueron sometidos a estudio de estabilidad 

20 para establecer como la calidad del producto varia bajo la influencia de una 
variedad de factores ambientales como la temperatura, facilitando el 
establecimiento de las condiciones de almacenamiento y la fecha de 
caducidad, ademas de determinar la capacidad del producto para 
permanecer dentro de especificaciones para asegurar su identidad, potencia, 

25 calidad y pureza. 

El estudio de estabilidad acelerada se diseno para incrementar el 
porcentaje de degradacion fisica de un producto farmaceutico utilizando 
condiciones de almacenamiento exageradas a temperaturas de 30°C y 40''C 
con el proposito de predecir la fecha de caducidad tentativa. 
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Se elabor6 un protocolo que incluye la metodologia para determinar la 
estabilidad del producto y el programa de muestreo para anMisis. Los 
estudios de estabilidad cumplen con la Norma Oficial Mexicana NOM- 
073-SSA1-1993, asi como las guias para las pruebas de estabilidad del 
5 ICH. 

La frecuencia de analisis foe suficiente para establecer las 
caracteristicas de estabilidad del producto, las condiciones de 
almacenamiento foeron 30°C y 40°C y las muestras foeron analizadas a 1, 
2, 3, 4.5 y 6 meses. Asimismo durante todo el estudio se evaluo el 
10 comportamiento del producto bajo condiciones normales de 
almacenamiento (estabilidad a largo plazo), es decir, a ten5)eratura 
ambiente (15-30°C). Analizando cada 3 meses durante el primer ano, 
semestralmente durante el segundo ano y por ultimo anualmente hasta 
completar 24 meses el estudio. Esta evaluacion no cubre solamente la 
15 estabilidad quimica, sino tambi^n las propiedades fisicas, ademis de las 
caracteristicas y propiedades organolepticas. 

Para la cuantificacion del principio activo Ciclosporina-A, se utilizo 
un metodo analitico por cromatografia de liquidos de alta resoluci6n. Este 
metodo cumple con los parametros anaUticos que se consideran en una 
20 validacion de acuerdo a la metodologia especificada en la Farmacopea de 
los Estados Unidos Mexicanos (FEUM), la Fannacopea de los Estados 
Unidos de America (USP), en las normas del Comite Intemacional de 
Harmonizacion (ICS) y al Comit6 de Elaboracion de Guias Oficiales de 
Validacion de la Direccion de Control de Insumos para la Salud. Esta 
25 metodologia se basa en las caracteristicas estructurales, propiedades 
quimicas o biologicas de la Ciclosporina-A y distingue al principio activo 
de sus productos de degradacion, ademas de que tiene la capacidad para 
cuantificar exacta y especificamente a la Ciclosporina-A. 
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En el Estudio de Estabilidad no se observan cambios significativos en 
los parametros analizados y no se detectaron productos de degradacion en 
ninguna de las muestras conservadas bajo condiciones normales de 
almacenamiento. 

5 Por lo antes expnesto, se confbma que el producto es estable durante 

24 meses en la presentacion de frasco gotero de polietileno de baja 
densidad, conservados bajo condiciones normales de almacenamiento en 
locales secos (no mas de 65% de humedad relativa), bien ventilados a 
temperatura ambiente (entre 15°C y 30^CX al abrigo de la luz intensa y de 

10 olores extranos u otras fomias de contaminacion. 

Confomie a los resultados obtenidos en los estudios de estabilidad la 
solucion acuosa de Ciclosporina-A retiene las mismas propiedades y 
caracteristicas que posee al tiempo de su manufactura y cumple con los 
criterios aceptados para la estabilidad qunnica, fisica y microbiologica, 

15 asegurando su identidad, calidad y pureza. 

A continuacion se incorporan las distintas tablas que resumen los 
resultados de dicho estudio de estabilidad de la nueva solucion. 

RESULTADOS 
20 ESTUDIOS DE ESTABILIDAD 



Nombre del producto: 


SOLUCION ACUOSA DE CICLOSPORINA-A 


Principio actlvo: 


Ciclosporina 0.05% 
Ciclosporina 0.1% 


Forma farmac6utica: 


Solucidn Oftalmica 


Material de envase: 


Frasco gotero, inserto y tapa blanca, etiqueta y banda de 
seguridad 



25 
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Producto 


Lote 


Tipo de lote (experimental). 
Piloto, planta. producdon 


Porhsi rlp fRhricadon 


Cidosporina 0.1% 


SE0015 


Lote piloto 




Ciclosporina 0.1% 


SE0025 


Lote pfloto 


Cion ni 2000 


Cidosporina 0.1% 


SE0035 


Lote piloto 


Qon 01 2000 


Ciclosponna o.uo /o 


qF0105 

OL_V/ 1 Vw 


Lote piloto 


Sep. 27 2000 


Cidosporina 0.05% 


SE0115 


Lote piloto 


Sep. 27 2000 


Cidosporina 0.05% 


SE0125 


Lote piloto 


Sep. 27 2000 



Muestras analizadas (por lote) 


500 muestras 


Almacenamiento / condidones de analisis: 


Temperatura ambiente (15 - 30X) Humedad 
no mSs de 65% 


30*C 


40°C 



Ciclosporina 0.1% Lote SE0015 



Detenninacion 


Apariencia 


Esterilidad 


PH > 


^roductos de ^ 
degradacion 


'Ciclosporina 


Temperatura 


Meses 


Soludon 
transparente 

incolora o 
ligeramente 
amarilla 


Est6ril 


6.0-7.8 1 


Mo detectados 


90.0- 
110.0% 


Inicial 


0 


STI 


Esteril 


6.79 


No detectados 


100.1 




3 


ST! 


Esteril 


6.93 


No detectados 


100.4 




6 


STI 


Esteril 


6.88 


No detectados 


100.6 


Temperatura 


9 


STI 




6.99 




99.3 


ambiente 
(15'30'*C) 


12 


STI 


Esteril 


6.90 


No detectados 


. 99.7 


18 


STI 




6.89 




98.3 




24 


STI 


Esteril 


6.67 


No detectados 


98.9 


30"C 


1 


STI 




6.95 




98.5 




2 


STI 




6.89 




100.5 




3 


STI 


Esteril 


6.88 


No detectados 


J 100.0 




4.5 


STI 




6.84 




j 100.6 
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6 


STI 


Esteril 


6.81 


No detectados 


100.7 




1 


STI 


- 


6.85 


- 


98.6 




2 


STI 


- 


6.75 


- 


100.6 


40'C 


3 


STI 


Esteril 


6.71 


No detectados 


100.8 




4.5 


STI 




6.63 




• 101.3 




6 


STI 


Esteril 


6.57 


No detectados 


103.4 



STI: Solucion transparente Incolora. 



Plazo de caducidad 


24 meses 


Condusiones 


De acuerdo a los resultados, todos los parametros analizados se 
encuentran dentro de los limites establecidos 



Ciclosporina 0.1% Lote SE0025 



Deteramacidn 


Apariencia 


Esterilidad 


P» 


Productos .do 
degradacion 


Ciclosporina 


Temperatura. 


Meses 


Solucidn 
transparente 

incolora o 
ligeramente 
amarilla 


Est§ril 


6.0-7.8 


No detectados 


90.0- 
110.0% 


Inicial 


0 


STI 


Est§m 


6.78 


No detectados 


99.5 


Temperatura 
ambiente 
(15-3(rC) 


3 


STI 


Esteril 


6.95 


No detectados 


100.2 


6 


STI 


Esteril 


6.93 


No detectados 


100.1 


9 


STI 




7.02 




100.3 


12 


STI 


Esteril 


6.92 


No detectados 


98.4 


18 


STI 




6.88 




99.0 


24 


STI 


Estgrii 


6.72 


No detectados 


99.1 


SO'C 


1 


STI 




6.94 




99.0 


2 


STI 




6.89 




100.6 


3 


STI 


Estiril 


6.90 


No detectados 


101.1 


4.5 


STI 




6.84 




100,4 


6 


STI 


Esteril 


6.83 


No detectados 


100.9 




1 


STI 




6.84 




98.9 


2 


STI 




6.75 




100.1 


3 


STI 


Esteril 


6.73 


No detectados 


101.9 
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4.5 


STI 




6.63 




102.1 




6 


STI 


Esteril 


6.58 


No detectados 


103.7 



STI: Solucion transparente Incolora. 



Plazo de caducidad 


24 meses 


Conclusiones 


De acuerdo a los resultados, todos los par^etros analizados se 
encuentran dentro de los limites establecidos 1 



Oclosporina 0.1% Lote SE0035 



Detenninacion 


Apariencia I 


Esterilidad 




^roductos cfeL 
iegradaclon^ 


ficlosporina 


Temperatura 


Meses 


Soluci6n 
transparente 

incolora o 
ligeramente 

amarflla 


Est§r» 


6.0-7.8 I 


^0 detectadosl 


110.0% 


Imcial 


0 


STI 


Esteril 


7.13 1 


slo detectadosl 


101.9 




3 


STI 


Esteril 


7.02 1 


sio detectadosl 


102.1 




D 


STI 


Estiril 


7.00 


No detectados 


103.2 


Temperatura 


9 


STI 




7.09 




100.2 


ambiente 


12 


STI 


Esteril 


f .uz 


Mn riptectados 


101.1 


18 


STI 




6.98 




101.7 




24 


ST! 


Esteril 


6.80 


No detectados 


101.9 




1 


STI 




7.04 




101.0 




2 


STI 




6.99 




1 102.7 




3 


STI 


Est6ril 


6.99 


No detectados 


1 101.3 




4.5 


STI 




6.93 




104.0 




6 


STI 


Esteril 


6.92 


No detectados 


\ 104.9 




1 


STI 




6.97 




1 101.2 




2 


STI 




6.87 




1 102.0 




3 


STI 


Esteril 


6.84 


No detectadot 


si 102.1 




4.5 


STI 




6.75 




j 105.4 




6 


STI 


Esteril 


6.73 


No detectado 


s| 106.1 



STI: Soludon transparente Incolora. 
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Plazo de caducidad 


24 meses 


Conclusiones 


De acuerdo a los resultados, todos los parametros analizados se 
encuentran dentro de los limites establecidos 



Ciclosporina 0.05% Lote SE0105 



Determinacion 


Apariencia 


Esterilidad 


pH 


PmductQs de 
degradacidn 


Ciclosporina 


Temperatura 


Meses 


Solucion 
transparente 
incolora o 
Iigeram6nt6 

amarilla 


Esterll 


6.0-7.8 


No detectados 


90.0- 
110.0% 


Inicial 


0 


STI 


Esteril 


6.95 


No detectados 


102.2 


Temperatura 
ambiente 
(15'30''C) 


o 


sn 


Esteril 


6.90 


No detectados 


98.4 


—J 

O 


STI 


EstSril 


6.90 


No detectados 


98.1 


Q 


STI 


- 


6.77 


- 


98.4 




STI 


Esteril 


6.76 


No detectados 


99.3 


1 o 


STI 


- 


6.69 


- 


98.8 


24 


STI 


Esteril 


6.70 


No detectados 


98.0 




1 


STI 


- 


6.94 


- 


98.2 


2 


STI 




6.88 




98.8 


3 


STI 


Esteril 


6.78 


No detectados 


97.4 


4.5 


STI 




6.77 




98.0 


6 


STI 


- Esteril 


6.77 


No detectados 


100.6 




1 


STI 




6.74 




97.4 


2 


STI 




6.66 




98.4 


3 


STI 


Esteril 


6.56 


No detectados 


97.8 


4.5 


STI 




6.53 




98.8 


6 


STI 


Esteril 


6.54 


No detectados 


101.6 



STI: Solucion transparente incolora. 



Plazo de caducidad 


24 meses 


Conclusiones 


De acuerdo a los resultados, todos los parametros analizados se 
encuentran dentro de los limites establecidos 
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Ciclosporina 0.05% Lote SE0115 



Determmacion 


Apariencia 


Esterilidad 


PH ' 


Productos de 

Hon Hsi c f on 


Oiclosporina 


Temperatura 


Msses 


Solucion 
transparente 

incolora o 
ligeramente 

amarilla 


Est^ril 


6.0-7.8 


Mo detectados 


90.0- 

1 1 u.u /o 


Inicial 


0 


STI 


Esteril 


6.91 


No detectados 


102.6 




3 


STI 


Est^ril 


6.79 


No detectados 


101.6 




6 


STI 


Est6ril 


6.83 


No detectados 


101.6 


Temperatura 


9 


STI 




6.70 


- 


100.4 


(15-3(yC) 


12 


STI 


Esteril 


6.70 


No detectados 


98.4 




18 


STI 




6.66 


- 


100.0 




24 


STI 


Esteril 


6.58 


No detectados 


100.2 




1 


STI 


_ 


6.81 


- 


101.2 




2 


STI 




6.77 


- 


100.0 


3(yc 


3 


STI 


Esteril 


6.68 


No detectados 


101.6 




4.5 


STI 




6.62 


- 


99.2 




6 


STI 


Esteril 


6.70 


No detectados 


101.2 




1 


STI 




6.64 




100.0 




2 


STI 




6.58 




100.2 


AO'C 


3 


STI 


Esteril 


6.49 


No detectados 


103.6 




4.5 


STI 




6.46 




100.8 




6 


STI 


Esteril 


6.42 


No detectados 


5 104.2 



STI; Solucion transparente incolora. 



Plazo de caducidad 


24 meses 


Concluslones 


De acuerdo a los resultados, todos los parametros analizados se 
encuentran dentro de los limltes establecidos 



5 
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Deteraiii 


lacion 


Apariencia 


EsteriUdad 


dH 


Productos cfc 
degradacion 


y^Mosponna 


Temperatura 


Ameses 


Solucion 
transparente 

incolora o 
Hgeramente 

amariifa 


Esteril 


6.0 - 7.8 


No detficfarinc 


90.0- 
110.0% 


Inicial 


0 


STI 


Esteril 


6.89 


No detectados 


101.8 


Temperatura 
ambiente 
(15'30''C) 


3 


STI 


Esteril 


6.91 


No detecfado<? 




6 


STI 


Esteril 


6.98 


No dpfpcfadnc 


inn ft 


9 


STI 




6.85 






12 


STI 


Esteril 


6.83 


No detectados 


97.5 


18 


STI 




6.74 




100.6 


24 


STI 


Esteril 


6.73 


No detectados 


98.6 




1 


STI 




6.93 






2 


STI 




6.91 




100.4 


3 


STI 


Esteril 


6.86 


No detectados 


103.4 


4.5 


STI 




6.89 




97.8 


6 


STI 


Esteril 


6.88 


"^0 detectados 


100 4 




-1 


STI 




6.82 - 




400^ - . 


2 


STI 




6.77 




100.2 


3 


STI 


Esteril 


6.67 


Mo detectados 


100.8 




4.5 


STI 




6.68 




100.4 




6 


STI 


Esteril 


6.63 1 


Slo detectados 


104.4 



STI; Solucion transparente incolora. 



Plazo de caducidad 


24 meses 


Conclusiones 


De acuerdo a los resultados, todos los parametros analizados se 
encuentran dentro de los limites establecldos 



Aim cuando la irivencion se ha descrito en sus modalidades 
5 preferidas de realizacion, los expertos en la materia estaran de acuerdo 
que a partir de la descripci6n anterior se pueden deducir algunas variantes, 
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modificaciones o cambios que necesariamente caeran dentro del concepto 
inventive reclamado. Por ejemplo, aunque la presente descripcion esta 
referida particulaimente a una solucion ofttoica de Ciclosporina-A para 
USD topico, cualquier especialista en la materia deducira que la luz de las 
5 revelaciones hechas sobre la metodologia para preparar dicha solueion y de 
la formulacion descrita de la misma se pueden inferir algunas otras 
variantes que conlleven a la preparacion de una solucion de adniinistraci6n 
distinta a la topica, es decir, por via oral, inyectable, d6rmica, etc. 

Asimismo, se ha encontrado que la soluci6n acuosa aqui descrita ha 
10 sido empleada con excelentes resultados en la recuperaci6n de pacientes 
sometidos a cirugias de Pterigion y refractiva (Lasik), en el tratamiento de 
conjuntivis alergica, y para evitar el rechazo en el transplante de cornea. 

Tambien se reclama el derecho exclusive de uso de la presente 
invencion no solo para el tratamiento de los padecimientos antes sefialados 
15 sino para cualesquier otro tratamiento distinto a los oculares en el que la 
administracion del producto por cualquier via rinda los resultados 
deseados. * 

Por consiguiente, la materia descrita aqui deberd interpretarse solo 
para ejemplificar formas posibles de materializaci6n y no en sentido 
20 limitativo del alcance de la presente invencion, el cual solo estari 
determinado por el contenido de las siguientes reivindicaciones. 
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REIVINDICACIONES 

1. - Un metodo para preparar uiia solucion acuosa de Ciclosporma-A, de 
uso topico, para el tratamiento de diversas afecciones oculares, dicho 

5 metodo comprende una primera fase que consiste en preparar una solucion 
acarreadora oftalmica, y una segunda fase que consiste en solubilizar la 
Ciclosporina-A; y en que las soluciones obtenidas en la primera y segunda 
fases se mezclan mientras se mantiene una agitacion de 500 a 550 rpm para 
obtenCT una solucion acuosa de Ciclosporina-A eficaz para el tratamiento 

10 de afecciones oculares. 

2. - El metodo de la reivindicacion 1, en el que la primera fase del metodo 
comprende las siguientes etapas: 

a) Se vierten 60 litros de agua purificada en un tanque enchaquetado 
de acero inoxidable y se calienta el agua para que alcance una tercqperatura 

15 de70°C±2°C. 

b) se inicia la agitacion del agua en el tanque a una velocidad de 500 
a 550 rpm; la agitacion se mantiene constante durante todo el proceso de 
preparacion; 

c) se agregan 7 Kg de polioxil-40-estearato, manteniendo la 
20 temperatura constante por alrededor de 10 minutos para permitir que se 

disuelva; 

d) se agregan 100 g de edetato disodico dihidratado y se espera 5 
minutos a que se disuelva por completo; 

e) se agregan 300 g de cloruro de sodio y se espera 5 minutos a que 
25 se disuelva por conipleto: 

f) se agregan 95 g de acido borico y se espera 5 minutos a que se 
disuelva por completo; 

g) se hace circular agua fria en la chaqueta del tanque de 10 a 25 
minutos hasta que su contenido alcance una temperatura de 52°C ± 2^C; 

23 



PCT/MX2003/000040 

WO 2004/096261 

h) se agregan 220 g de icido sorbico lentamente manteniendo la 
temperatuia de 52''C ± TC por 25 a 35 minutos; 

i) se mide el pH de la solucion contenida en el tanque y se ajusta con 
hidrdxido de sodio a 7.15 ± 0.15; 

5 j) se inicia recirculacion de agua fria en la chaqueta del tanque para 

Uevar su contenido a una temperatuia de 2)2°C ± 2°C; 

k) se agregan 40 g de bisulfite de sodio y se espera 5 minutos para 

que se disuelva por con^leto; y 

1) se separan 750 ± 250 mL de la solucidn preparada en esta primera 

10 faseenunrecipienteadecuado. 

3. - El metodo de la reivindicacion 1, en el que la segunda fase del metodo 
comprende las siguientes etapas: 

i) se colocan 500 mL de alcohol etilico en un vaso de precipitado de 

2 L y se agita a 500 ipm± 50 rpm; 
15 ii) se agregan 100 g de Ciclosporina-A al vaso de precipitado y se 

espera a que se disuelva por complete; y 

iii) se agregan 500 mL de polisorbato 80 al vaso de precipitado y se 
agita por 5 minutos para que se homogeneice la solucion. 

4. - Una solucion acuosa de Ciclosporina-A para el tratamiento de 
20 afecciones oculares, que comprende: Ciclosporina-A en una concentraci6n 

de 0.001% a 0.1%; alcohol etilico en una concentracion de 0.01 a 1.0%; un 
quelante de iones que va de una concentracion de 0.001% a 0.5%; uno o 
mas agentes surfactantes que van de una concentraci6n de 0.0001% a 20%; 
y un sistema amortiguador de pH y osmolaridad. 
25 5.- La solucion acuosa de Ciclosporina-A de la reivindicacion 4, en la que 
el quelante de iones es edetato dis6dico dihidratado. 
6.- La soluci6n acuosa de Ciclosporina-A de la reivindicacion 4, en la que 
el o los agentes surfactantes se seleccionan del grupo que consiste de 
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polisorbato 40, polisorbato 80, estearato de polioxil 40 y lauril sulfate de 
sodio. 

7. - La solucion acuosa de Ciclosporina-A de la reivmdicaci6n 4, en la que 
el sistema amortiguador se selecciona del grupo que consiste de cloruro de 

5 sodio, dcido b6rico, acido sorbico, bisulfite de sodio, metabisulfito de 
sodio, fosfato monobasico de sodio, fosfato dibasico de sodio, citrate de 
sodio, borate de sodio e cembinaciones de los mismes. 

8. - La soluci6n acuosa de Ciclosporina-A de la reivindicacion 1, en la que 
la solucion acarreadora es Sophisen® 

10 9.- Un metedo para el tratamiento de afecciones oculares que consiste en 
administrar a un paciente una cantidad farmaceuticamente adecuada de una 
solucion acuosa de Ciclosporina-A preparada mediante el metedo de la 
reivindicacion 1. 

10. - Un metedo para el tratamiento de afecciones oculares que con^rende 
15 administrar a un paciente una dosis farmaceuticamente aceptable de la 

solucion acuosa de Ciclosporina-A de la reivindicacion 4. 

11. - El metedo de la reivindicacidn 6, en el que las afecciones oculares que 
van a tratarse se seleccionan del grape de enfermedades con involucre 
ocular en las que es indispensable lograr una medulacion de las respuestas 

20 del sistema inmune, per ejemplo, transplantes de cornea, enfermedades 
sistemicas de indole autoinmune con afeccion ocular, per ejemplo 
sindreme de Sjogren, lupus, artritis reumateide, sindrome de eje sece 
relacionado o no con el sindrome de Sjogren, escleritis y uveitis, entre 
otras. 

25 12.- Una soluci6n de Ciclosporina-A para administrarse al paciente per via 
topica, inyectable, dermica, rectal u oral. 
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